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Fig. S3. Cell viability following expression of S-Affs. 
Fig. S4. SどAffs interact with SUMOylated cellular proteins. 
Table S1. Crystallographic data collection, processing, and refinement statistics for the SUMOど1:S1S2D5, 
SUMOど2:S1S2D5, and SUMOど2:S2B3 complexes. 
Table S2. Key hydrogen bonds predicted from MD simulations of the SUMOど1:S1S2D5, SUMOど2:S1S2D5, 
SUMOど1:S2B3, SUMOど1どAlt:S2B3 and SUMOど2:S2B3 complexes. 
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Figure legends 
Fig. 1. Identification of isoformどspecific SどAffs. (A) ELISAs in which the indicated SどAffHisどtagged SどAffs 
were incubated in ELISA plates that had been coated with SUMOど1, SUMOど2, ubiquitin, bovine serum 
albumin (BSA), or no coating. Control samples (blank) omitted SどAffs and coating protein. Data from 3 
independent experiments was combined, and error bars indicate the standard error. Abs., absorbance. 
(B) Isothermal titration calorimetry analysis of the indicated SどAffs with SUMOど1 and SUMOど2. Data are 
representative of at least 3 experiments.  (C) The amino acid sequences of the variable loop regions of 
the indicated SどAff clones. The numbers represent the position of residues in the SどAff proteins. DNA 
sequencing revealed that loop 2 of S1B1 was absent. (D) Schematic of S2B3 and S1S2D5 chimeras and 
deletion mutants. Sequences containing either loop 1 (L1) or loop 2 (L2) were deleted or swapped 
between SどAffs. (E) In vitro binding assay of SどAff chimeras or deletion mutants with the indicated SUMO 
isoforms. The SどAffs were bound to NiどNTA agarose and incubated with GSTどSUMOど1 or GSTどSUMOど2. 
Interacting complexes were purified and probed with antibodies against GST. Data are representative of 
2 experiments.   
Fig. 2. SどAffBinding of SどAffs to SUMO resembles SUMO:SIM interactions. (A) Xどray crystallographic 
structures of SUMOど1:S1S2D5 (PDB: 5ELJ), SUMOど2:S1S2D5 (PDB: 5EQL), and SUMOど2:S2B3 (PDB: 5ELU) 
complexes.  SどAffs are green, SUMO proteins are orange and loops are colored pink. Only loops in the 
S1S2D5:SUMOど1 structure are labeled for clarity. The interacting edge strands of both the SどAff and 
SUMO isoforms are shown as sticks. Black dotted lines depict residues in which both the amide nitrogen 
and carbonyl oxygen form main chaintomain chain hydrogen bonds between SどAff and SUMO 
proteins. Carbon atoms are colored green for SどAff and orange for SUMO. For each of the complexes, 
oxygen is red, nitrogen is blue, and sulfur is yellow. Loop 2 is unstructured in the S1S2D5:SUMOど2 
crystal. (B) Magnified images highlighting critical interactions between S2D5 Glu66 (part of the SどAff 
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scaffold) with Arg residues at the end of the SUMO helix (Arg54 in SUMOど1 or Arg50 in SUMOど2); the Arg 
residues adopted different orientations between the two isoforms of SUMO in order to accommodate 
binding. This was important for establishing a hydrogen bonding network between S2B3 loop 2 Tyr103 
and SUMOど2. Asn105 on loop 2 of S2D5 interacted with the Cどterminal end of the SUMO helix through a 
hydrogen bond to Gln53 (SUMOど1) or Glu49 (SUMOど2).  
Fig. 3. Molecular dynamics simulation of SUMOど1どAlt:S2B3 identifies residues critical for isoform 
specificity. (A) Distances from Asp69 to Arg72 (blue line) and to Thr71 (orange line) in the simulation are 
plotted against simulation time in ns. Distances of 3 Å or less indicate hydrogen bonding between the 
side chains of Asp69 and Thr71. Distances of around 4 Å indicate direct hydrogen bond contacts between 
Asp69 and Arg72.  (B) Snapshots of SUMOど1どAlt:S2B3 simulation at 0 ns, which shows the starting 
structure around loop 1, and at 48 ns, which shows Asp69 rotated to interact with neighboring Gln67. The 
left snapshot at 72 ns shows Arg72 (SUMOど1どAlt) and its proximity to Asp69 (S2B3). The right snapshot at 
72 ns is a rotation of the structure to illustrate that Arg54 (SUMOど1どalt) lost contact with Tyr69 and Glu66 
and Tyr103 (S2B3) lost hydrogen bond with Gln53 (SUMOど1どAlt). SUMOど1どAlt is green and S2B3 is orange. 
(C) ELISA of SどAffs with the indicated amino acid substitutions introduced into the loop region based on 
predictions from the molecular dynamics simulations. S2B3 VどI YどA is a double substitution of Val68 to Ile 
in loop 1 and Tyr103 to Ala in loop 2 of S2B3. Data are represented as mean absorbance at 260 nm +/ど 
standard error from 5 experiments. Students tどtests were used to determine statistical significance. P 
values below 0.05 were deemed statistically significant and n.s. are not statistically significant.  
Fig. 4. Isoform specificity of SどAffs binding to SUMO in vitro. (A) Immunoprecipitation of GFPどtagged 
SUMOど1 or SUMOど2 expressed in HEK293T cells with the indicated FLAGどtagged SどAff or in cells 
transfected with only the vector for the SどAff. Proteins were immunoprecipitated (IP) with an antibody 
recognizing GFP and immunoblotted (IB) for either the FLAG tag or GFP. The left blot shows the 
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coimmunoprecipitation results, and the right blot shows the proteins in the lysate prior to 
immunoprecipitation (Input). (B) Immunoblot showing pulldown of purified (bacteriallyどexpressed) Hisど
tagged SどAffs following incubation with extracts from HEK293T cells expressing GFP, GFPどtagged SUMOど
1, or GFPどtagged SUMOど2SどAff. Overexpressed proteins that interacted with HisどSどAffs (top) and input 
samples taken prior to incubating with HisどSどAffs (bottom) were detected with antibodies recognizing 
GFP. Pulledどdown HisどSどAffs were detected by Coomassie staining (middle panel).  Data are 
representative of 2 experiments.   
Fig. 5. SどAffs colocalize with SUMO in mammalian cells. (A) Immunofluorescence showing FLAGどSどAffs 
expressed in HEK293T cells. SどAffs that colocalized with structures resembling nucleoli are denoted with 
a white arrowheads and those localizing with structures resembling promyelocytic leukemia nuclear 
bodies (PMLどNBs) are denoted with white arrows. DAPI stain (blue) labels nuclei. Images shows are 
representative of three independent experiments. Scale bar, 20 µm. (B) Quantification of FLAGどSどAffs 
colocalization with nucleoli in untreated cells and in cells treated with arsenic trioxide (As). The average 
percent of SどAffどpositive cells displaying nucleolar staining was derived from five independent images 
per experiment (N = 3)(about 70ど150 positive cells per image). SどAffError bars represent the standard 
deviation from three independent experiments. (C,D) Immunofluorescence showing the indicated FLAGど
tagged SどAffs (green) and (C) SUMOど1 (red) or (D) SUMOど2/3 (red) in SどAffHEK293T cells treated with As. 
SどAffControl cells were transfected with empty vector. Scale bars, 5 µm.   
Fig. 6. SどAffs do not inhibit SUMO conjugation or deconjugation. (A, B) In vitro SUMOylation in the 
presence of the indicated SどAffs for SUMOど1 (A) or SUMOど2 (B) conjugation to GSTどtagged RanGAP1 
fragment (RG1; amino acids 418ど587 encompassing a consensus SUMOylation site). Experiments were 
performed in the presence of increasing concentrations of SどAff (0.1:1, 1:1, or 10:1 ratios of Sど
Aff:SUMO). GFPどAdh is a control Affimer raised against green fluorescent protein (GFP) and does not 
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bind to SUMO. Blots were probed with an antibody recognizing GFP. (C) SUMOylation of FLAGどtagged 
PMLどI in HEK293T also expressing the indicated FLAGどtagged SどAffs. SUMOylation was induced with 
arsenic trioxide (As2O3). Proteins were detected with the antibody recognizing the FLAG tag or with an 
antibody recognizing GAPDH as a loading control. (D, E) Coomassieどstained SDSどPAGE showing in vitro 
assays to assess SUMOど1 (D) or SUMOど2 (E) deどSUMOylation by the SUMO deconjugases SENP1 and 
SENP2. SどAff All data are representative of at least 2 independent experiments.   
Fig. 7. SどAffs block SIMどdependent proteinどprotein interactions. (A) Schematic of the in vitro SUMOど
targeted ubiquitin ligase (STUbL) assay. In vitro, polyどSUMOど22ど8 is ubiquitylated by incubating it with 
recombinant RNF4, an E1 activating enzyme, a ubiquitinどconjugating enzyme, and ubiquitin.  RNF4ど
dependent ubiquitylation of polyどSUMOど2 requires SIMどdependent binding. (B) STUbL assays in the 
presence of the indicated SどAffs. Reactions in the presence or absence of ATP serve as positive and 
negative controls, respectively. Sど2X2, Sど2X3, Sど2X4, Sど2X5, Sど2X6, and Sど2X7 markers indicate SUMOど2 
chain lengths. The samples were immunoblotted with an antibody recognizing SUMOど2/3. (C) The same 
samples from panel B were analyzed by immunoblotting with an antibody recognizing ubiquitin. The 
detected protein represents autoubiquitylated RNF4. Data in B and C are representative of at least two 
experiments.  (D) Quantitative immunofluorescence of PML abundance over time in HEK293T cells 
expressing the indicated FLAGどtagged SどAff or transfected with the empty vector and exposed to arsenic 
(As). Data are representative of three independent experiments and are presented as the mean 
fluorescence from five fields of view +/ど standard deviation. Statistical significance was determined by 
Students tどtest. Statistical significance is indicated for the vectorどtransfected cells without arsenic 
treatment (Vector, No As) compared to cells transfected with each of the SどAffs without arsenic and for 
the vectorどtransfected cells with arsenic treatment compared to cells transfected with each of the SどAffs 
with arsenic treatment.  (E) Quantification of the number of PMLどNBs per cell over time in response to 
As in vectorどtransfected cells and in cells expressing the indicated FLAGどtagged SどAff.  Data are 
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representative of three independent experiments and presented as the mean number of PMLどNBs per 
cell +/ど standard deviation and statistical significance was determined by Students tどtest. Statistical 
significance is indicated for vectorどexpressing cells compared to S2B3ど and S1S2D5どexpressing cells with 
and without As treatment. (F) Quantitative immunofluorescence of PML abundance in cells expressing 
the indicated FLAGどtagged SどAff or in cells transfected with the vector 6 h after the addition of As in the 
presence or absence of the proteasome inhibitor MGど132. Representative data are presented as mean 
fluorescence intensity +/ど standard deviation, and Students tどtests were used to determine statistical 
significance. Three independent experiments were performed. For all quantitative immunofluorescence 
assays, values were normalized based on cell number (based on DAPI staining). a.u., arbitrary units. 
